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The invention concerns a lactic acid bacteria strain (1), wbereof the RNA 
ribosome 16S is characteristic of the genus Streptococcus (2), whose profile in crude 
proteins, obtained after migration of crude proteins on SDS-PAGE gel electrophoresis, 
is characteristic of that of the CNCM 1-1926 lactic acid bacteria strain, but distinct 
from those of species recognised as belonging to the genus Streptococcus, namely 
S. acidominimus, S.agalactiae, S. alactolyticus, S. anginosus, S. bovis, S. canis, 5. 
caprinus, S. constellatus, £ cricetus, S. cristatus, S, difficile, 5. downei, S. dysgalacUae 
ssp. dysgalacUae, S. dysgalactiae ssp. eqtusimiUs, S. equi, S. equi ssp. cqui, S. equi 
ssp, zooepidemicus, S. equinus, S.ferus, S. gallofyticus, S. gordonii, S. hyointestinalis, 
S. hyovaginaiis, S. iniae, S. intermedius, S. iniestinalis, S. macacae, S. mitis, S, mutant, 
£ oralis, £ parasanguinis, S. paraubcris, S. phocae, £ pleomorphus, S. pneumoniae, 
S. porcmus, £ pyogenes, £ ratti, £ salivarius, S. sanguinis, S. shitoi, £ sobrinus, £ suis, £ thermophilus, £ thoraltensis, £ uberis, £ 
vestibularis. S. viridans. The invention also concerns the use of said lactic acid bacteria strain, or a polysaccharide secreted by said strain, 
for preparing a food composition, in particular a lactic milk or fresh cheese. The invention fui tlitr concerns- a- f ood-or^ pharmaceuti cal 
composition comprising a lactic acid bacteria or a polysaccharide constituted by a chain of glucose, galactose and N-acetylglucosamine in 
a ratio of 3:2: 1 respectively. 




(57) Abr£g6 

Souche de bacterie lactique, (1) dont TARN ribosomique 16S est caractenstique du genre Streptococcus, (2) dont le profil en proteines 
total es, obtenu a pits migration des prolines totales sur gel d'dlectrophorese SDS-PAGE, est caractenstique de eclui de la souche de 
bactene lactique CNCM 1-1926, mais distinct de ceux des especes reconnues appartenant au genre Streptococcus, a savoir S. acidominbnus. 
S. agalactiae, 5. alactolyticus, S. anginas us, S. bovis, S. cants* S. caprinus. S. constellatus, S. cricetus. S. cristatus, S. difficile. S. downei. S. 
dysgalactiae ssp. dysgalactiae, S. dysgalactiae ssp. equisimilis, S. equi, S. cqui ssp. equi, S. cqui ssp, zpoepidemicus, S. equinus, S. ferus, S. 
gallolyticus, S. gordonii, S. hyointcstinalis, S. hyovaginalis, S. iniae, S. intermedius, S, intestinalis, S. macacae, S. mitts* S. mutatis, S. oralis, 
S. parasanguinis, S. parauberis, S. phocae, S. pleomorphus, S. pneumoniae, 5. porcinus, S. pyogenes, S. ratti, S. salivarius, S. sanguinis, 
S. shiloi, S. sobrinus, S. suis, S. thermophilus, S. thoraUensis, S. uberis, S. vestibularis, S.viridans. LMnvention conceme aussi Putilisation 
d'une souche de bactene lactique selon l'invention, ou d*un polysaccharide secrdte par une souche selon 1* invention, pour la preparation 
d'une composition alimentaire, notamment d'un lait acidifi6 ou d'un fromage frais. L'invention conceme aussi une composition alimentaire 
ou pharmaceutique compTenant une souche de bactene lactique ou un polysaccharide constitu6 par un enchainement de glucose, galactose 
et N-acetylglucosamine dans une proportion respective de 3:2: 1 . 
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Nouvelle espece de bacterie lactique 

La presente invention a trait a une nouvelle espece de bacterie lactique 
appartenant au genre Streptococcus. 

Etat de la technique 

L'identification des bacteries lactiques'est essentielle dans l'industrie laitiere, et 
consiste a differencier entre plusieurs especes des caracteristiques distinctives 
d'ordre morphologique, physiologique et/ou genetique. 

Les caracteres physiologiques distinctifs pour une espece donnee de bacterie 
lactique peuvent etre obtenus au moyen de differents tests incluant, par exemple, 
Tanalyse de la capacite a fermenter differents sucres et l'analyse standardisee du 
profil de migration des proteines totales sur un gel d'electrophorese du type SDS- 
PAGE (Pot et aL 9 Taxonomy of lactic acid bacteria, In Bacteriocins of lactic acid 
bacteria, Microbiology, Genetics and Applications, L. De Vuyst, and E. J. 
Vandamme e<±, Blackie Academic & Professional, London, 1994). 

Le profil de migration des proteines totales d'une espece donnee, obtenu sur un gel 
^electrophoreses SDS-PAGE, lorsqu^l est compare- a -Paide d f un densimetre a- 
d'autres profils provenant d'autres especes, permet de determiner les relations 
taxonomiques entre les especes. L'analyse numerique des differents profils, par 
exemple avec le logiciel GelCompar® permet notamment d'etablir un degre de 
correlation entre les especes qui est fonction de differents parametres, en 
particulier des . algorithmes utilises (GelCompar, version 4.0, Applied Maths, 
Kortrijk, Belgique; algorithmes: "Pearson Product Moment Correlation 
Coefficient, Unweighted pair Group Method using Average Linkage"). 

A ce jour, Tanalyse comparative du profil des proteines totales par electrophorese 
sur gel SDS-PAGE a fait ses preuves comme un moyen efficace pour distinguer 
des groupes homogenes et distincts d'especes de bacteries lactiques (Pot et al y 
Chemical Methods in Prokaryotic Systematics, Chapitre 14, M. Goodfellow A.G. 
O'Donnell Ed., John Wiley and Sons Ltd, 1994). 
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Avec cette methode SDS-PAGE, les experiences precedentes ont ainsi montre que 
Iorsque Ton obtient un degre de correlation de Pearson de plus de 78 (sur une 
echelle de 100) entre deux souches de bacteries lactiques, on peut valablement en 
deduire que celles-ci appartiennent a la meme espece (Kersters et al y 
Classification and Identification methods for lactic bacteria with emphasis on 
protein gel electrophoresis, In Acid Lactic Bacteria, Actes du Colloque Lactic'91, 
33-40, Adria Normandie, France, 1992; Pot et aL, The potential role of a culture 
collection for identification and maintenance of lactic acid bacteria, Chapter 15, 
pp. 81-87, In: The Lactic Acid Bacteria, E. L. Foo, H. G. Griffin 5 *R. Mollby, and 
C. G. Heden, Proceedings of the first lactic computer conference, Horizon 
Scientific Press, Norfolk). 

A titre d'exemple, le groupe des bacteries lactiques acidophils a pu etre 
recemment divise en 6 especes distinctes au moyen de cette technique (Pot et aL, 
J. General Microb., m 513-517, 1993). De meme, cette technique a pu 
recemment etablir, en combinaison avec d'autres techniques, I'existence de 
plusieurs nouvelles especes de Streptococcus, comme Streptococcus dysgalactiae 
subsp. equisimilis, Streptococcus hyovaginalis sp. nov, et Streptococcus 
thoraltensis sp. nov (Vandamme et aL, Int. J. Syst Bacterid., 46, 774-781, 1996; 
Devriese et aL, Int. J. Syst Bacterid, 1997, In press). 

^identification de nouvelles especes de bacteries lactiques ne peut cependant se 
reduire a une analyse purement morphologique et/ou physiologique des bacteries. 
En effet, deux especes tres proches morphologiquement et/ou physiologiquement 
peuvent etre eloignees d'un point de vue genetique. L'analyse de TARN 
ribosomique 16S des bacteries lactiques revet ainsi une importance capitale pour 
determiner definitivement Tappartenance d'une bacterie lactique a un genre ou une 
espece deja connue. 

A ce jour, la "Deutsche Sammlung Von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH" (DSM, Braunschweig, Allemagne) a officiellement recense environ 48 
especes differentes appartenant au genre Streptococcus (voir la liste ci-apres). 
Toutes ces especes possedent un ARN ribosomique 16S qui est typique du genre 
Streptococcus, et peuvent etre reparties dans des groupes distincts et homogenes, 
au moyen de la technique SDS-PAGE mentionnee ci-dessus. 
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La presente invention a trait a Tidentification, au moyen des techniques 
^identifications avancees ci-dessus, d'une nouvelle espece de bacterie lactique 
appartenant au genre Streptococcus, et a son utilisation dans l'industrie laitiere en 
general. 

Resume de Invention 

A cet effet, l'invention concerne toute bacterie lactique, - 

- dont TARN ribosomique 16S est caracteristique du genre Streptococcus , 

- dont le profil en proteines totales, obtenu apres migration des proteines totales 
sur gel d'electrophorese SDS-PAGE, est caracteristique de celui de la souche 
de bacterie lactique CNCM 1-1920, mais distinct de ceux des especes 
reconnues appartenant au genre Streptococcus , a savoir S. acidominimus, S. 
agalactiae, S. alactolyticus, S. anginosus, S, bovis, S. canis, S. caprinus, S. 
constellates y S. cricetus, S. cristatus. S. difficile, S. downei, S. dysgalactiae ssp. 
dysgalactiae, S. dysgalactiae ssp. equisimilis, S. equi, S. equi ssp, equi, S. equi 
ssp. zooepidemicus. S. equinus, S. ferns, S. gallolyticus, S. gordonii t S. 
hyointestinalis, S. hyovaginalis, S. iniae, S. intermedins, S. intestinalis. S. 
macacae, S. mitis, S. mutans, S. oralis, S. parasanguinis t S. parauberis, S. 
phocae, Si pleomorphus, S. pneumoniae, S. porcinus, S. pyogenes, S. ratti; S. 
salivarius, S. sanguinis, S. shiloi, S. sobrinus, S. suis, S. thermophilus, S. 
thoraltensis, S. uberis f S. vestibularis, S. viridans. 

L'invention conceme Tutilisation d'une souche de bacterie lactique selon 
Tinvention pour la preparation d*une composition alimentaire, notamment un lait 
acidifie ou un fromage frais, par exemple. 

L'invention concerne egalement Tutilisation d'un polysaccharide, susceptible d'etre 
secrete par une bacterie lactique selon Tinvention, qui est constitue par un 
enchainement de glucose, galactose et N-acetylglucosamine dans une proportion 
respective de 3:2:1 pour la preparation d f une composition alimentaire ou 
pharmaceutique. 

L'invention a pour objet une composition alimentaire ou pharmaceutique 
comprenant une souche de bacterie lactique selon l'invention. 
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Enfin, l'invention a aussi pour objet une composition alimentaire ou 
pharmaceutique comprenant un polysaccharide constitue par un enchainement de 
glucose, galactose et N-acetylglucosamine dans une proportion respective de 
3:2:1. 



Description detail!^ de l'inventin n 

L'appartenance de la nouvelle espece selon l'invention au genre Streptococcus est 
de preference mise en evidence en comparant la sequence nucleotidique de l'ARN 
ribosomique 16S des bacteries selon l'invention, ou de leur ADN genomique qui 
est transcrit en ARN ribosomique 16S, a celles des autres genres et especes de 
bacteries lactiques connues a ce jour. 

Plus particulierement, on peut mertre en ceuvre la methode exposee dans l'exemple 
1 ci-apres, ou encore d'autres methodes connues par l'homme du metier (Schleifer 
et ah, System. Appl. Microb., 18, 461-467, 1995; Ludwig et al., System. Appl. 
Microb., 15, 487-501, 1992), par exemple. La sequence nucleotidique SEQ ID 
NO:l presentee dans la liste de sequence ci-apres est caracteristique de cette 
nouvelle espece, et presente des similitudes frappantes avec les sequences d'ARN 
ribosomique 16S trouvees dans les especes de-Streptococcus reconnues a ce jour. 

La nouvelle espece selon l'invention, qui constitue un nouveau groupe distinct et 
homogene, peut etre aussi differenciee des autres especes connues appartenant au 
genre Streptococcus au moyen de la technique ^identification des proteines 
totales sur un gel d'electrophorese SDS-PAGE decrite plus haut. 

En particulier, cette nouvelle espece peut donner un profil en proteines totales, 
obtemr apres culture de la bacterie dans un milieu MRS pendant 24 h a 28°C, 
extraction des proteines totales et migration des proteines sur un gel 
d'electrophorese SDS-PAGE, qui presente un degre de correlation de Pearson d'au 
moins 78 (sur une echelle de 100) avec le profil obtenu dans des conditions 
identiques avec la souche de bacterie lactique CNCM 1-1920, et cela au regard des 
profils obtenus dans des conditions identiques avec quelques-unes des differentes 
especes de bacteries lactiques. notamment celles indiquees ci-apres, par exemple. 
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Plus particulierement, cette technique consiste a (1) isoler toutes les proteines 
(=proteines totales) d'une culture de bacterie Iactique cultivee dans des conditions 
definies, (2) separer les proteines par electrophorese sur gel SDS-PAGE, (3) 
analyser la disposition des differentes fractions de proteines separees a Taide d'un 
densimetre qui mesure Tintensite et l'emplacement de chaque bande, (4) et a 
comparer le profil de proteines ainsi obtenu a ceux de plusieurs autres especes de 
Streptococcus qui ont ete, en parallele ou au prealable, obtenus exactement dans 
les memes conditions operatoires. 

Les techniques de preparation d'un profil de proteines totales telles que decrites ci- 
dessus, ainsi que Tanalyse numerique de tels profils, sont bien connues par 
1'homme du metier. Neanmoins, les resultats ne sont fiables que dans la mesure ou 
chaque etape du precede est suffisamment standardisee. Face a ce besoin, des 
procedures standardisees sont ainsi regulierement mises a la disposition du public 
par leurs auteurs. On peut citer notamment celle de Pot et aL presentee au cours 
d'un "workshop" organise pas lTFnion Europeenne, a l'universite de Ghent, en 
Belgique, le 12 au 16 septembre 1994 (Fingerprinting techniques for classification 
and identification of bacteria, SDS-PAGE of whole cell protein). 

Le logiciel utilise dans la technique d'identification sur gel d'electrophorese SDS- 
PAGE revet. une importance determinante dans la mesure ou. le- degre- de 
correlation entre les especes depend des parametres et des algorithmes utilises par 
ce logiciel. Sans vouloir rentrer dans les details theoriques ? la comparaison 
quantitative de bandes captees par un densimetre et normalisees par un calculateur 
est faite de preference avec le coefficient de correlation de Pearson. La matrice de 
similitude ainsi obtenue peut etre organisee a Taide de ralgorithme UPGMA 
(unweighted pair group method using average linkage), un algorithme qui permet 
non seulement de regrouper les profils les plus similaires, mais aussi de construire 
des dendogrammes (voir Kersters K., Numerical methods~in the: classificatron - and 
identification of bacteria by electrophoresis, In Computer-assisted Bacterial 
Systematics, 337-368, M. Goodfellow A.G. O'Donnell Ed., John Wiley and Sons 
Ltd, 1985). 

De preference, les souches de la nouvelle espece presentent un profil en proteines 
totales ay ant un degre de correlation de Pearson d'au moins 85 au regard d'une des 
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souches de batteries de la nouvelle espece. Pour les biotypes mentionnes ci- 
dessous, ce degre de correlation de Pearson peut meme depasser 90, par exemple. 

Au moyen de cette technique ^identification sur gel d'electrophorese SDS-PAGE, 
la nouvelle espece appartenant au genre Streptococcus selon Tinvention peut se 
distinguer de toutes les especes de Streptococcus reconnues a ce jour, a savoir les 
especes S. acidominimus, S. agalactiae, S. alactolyticus, S. anginosus, S. bovis, S. 
canis. S. caprinus, S. constellatus, S. cricetus, S. cristatus, S. difficile, S. downei, 
S. dysgalactiae ssp. dysgalactiae, S. dysgalactiae ssp. equisimili's, S. equi, S. equi 
ssp. equi, S. equi ssp. zooepidemicus, S. equinus, S. ferns, S. gallolyticus, S. 
gordonii, S. hyointestinalis , S. hyovaginalis, S. iniae, S. intermedins, S. 
intestinalis, S. macacae, S. mitis, S. mutans, S. oralis, S. parasanguinis, S. 
parauberis, S. phocae, S. pleomorphus, S. pneumoniae, S. porcinus, S. pyogenes, 
S. ratti t S. salivarius, S. sanguinis, S. shiloi, S. sobrinus, S. suis, S. thermophilus, 
5. thoraltensis, S. uteris, S. vestibularis, S. viridans. 

La nouvelle espece selon Tinvention se distingue egalement par cette technique 
des batteries lactiques qui avaient ete precedemment classees par erreur dans le 
genre des Streptococcus comme S. adjacens (nouvelle classification = Abiotrophia 
adiacens), S. casseliflavus (=Enterococcus casseliflavus), S. cecorum 
(=Enterococcus. cecorum), S.. cremoris (^Lactococcus lactis subsp. cremoris), S. 
defectivus (=Abiotrophia defective), S. faecal is (=Enterococcus faecalis), S. 
faecium (-Enter ococcus faecium), S. gallinamm (=Enterococcus gallinarum), S. 
garvieae (^Lactococcus garvieae), S. hansenii (=Ruminococcus hansenii), 5. 
lactis (^Lactococcus lactis subsp. lactis), S. lactis cremoris (-Lactococcus lactis 
subsp. cremoris), S. lactis diacetilactis (^Lactococcus lactis subsp. lactis), S. 
morbillorum (=Gemella morbillorum), S* parvulus (=Atopobium parvulum), S. 
plantarum (^Lactococcus plantarum), S. rajfinolactis (^Lactococcus rqffinolactis) 
etS. saccharolyticus (—Enterococcus saccharolyticus). 

Les batteries lactiques selon Tinvention ont une morphologie caracteristique des 
Lactococcus lactis, par exemple, e'est a dire ont la forme de coques assembles en 
chaines. 

Les sucres fermentescibles par la nouvelle espece sont generalement au moins Tun 
des suivants, a savoir, le D-galactose, le D-glucose, le D-fructose, le D-mannose, 
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la N-acetyl-(D-)glucosamine, la salicine, le cellobiose, le maltose, le lactose t le 
saccharose et le raffinose. 

Parmi toutes les souches de la nouvelle espece qui ont ete isolees dans des laiteries 
en Suisse, 7 ont ete deposees sous le traite de Budapest, a titre d'exemple, a la 
Collection Nationale de Culture de Microorganismes (CNCM), 25 rue du docteur 
Roux, 75724 Paris, le 14 octobre 1997, ou elles se sont vues attnbuer les numeros 
de depot CNCM 1-1920, 1-1921, I- 1 922, T- 1923, 1-1924, 1-1925 et M926. 

Les souches de la nouvelle espece peuvent etre utilisees pour preparer un produit 
alimentaire ou pharmaceutique, notamment sous forme d'une culture fraiche, 
concentree ou sechee. par exemple. 

Les produits a base de lait sont bien evidemment preferes dans le cadre de 
l'invention. Par lait, on entend cependant designer, d'une part, un lait d'origine 
animale, tel que les laits de vache, de chevre, de brebis, de buflesse, de zebue, de 
jument, d'anesse, de chamelle, etc. Ce lait peut etre un lait a Tetat natif, un lait 
reconstitue, un lait ecreme, ou un lait additionne de composes necessaires a la 
croissance des bacteries ou au traitement subsequent du lait fermente, comme des 
matieres grasses, de proteines d'un extrait de levure, de la peptone et/ou un 
surfactant, par exemple. Le terme laits 'applique egalemeht a ce que Ton appelle 
communement un lait vegetal, c'est a dire un extrait de matieres vegetales traitees 
ou non, telles que les legumineuses (soja, pois chiche, lentille, ect..) ou des 
oleagineuses (colza, soja, sesame, coton, ect...)» extrait qui contient des proteines 
en solution ou en suspension colloldale, coagulables par action chimique, par 
fermentation acide et/ou par la chaleur. Enfin, le mot lait designe aussi des 
melanges de laits animaux et de laits vegetaux. 

Les produits pharmaceutiques peuvent etre toutes sortes de produits destines a etre 
administres oralement, voire meme d*une maniere topique, qui comprennent un 
support pharmaceutique acceptable sur, ou dans lequel, on adjoint une culture de 
la nouvelle espece sous forme fraiche, concentree ou sechee, par exemple. Ces 
produits pharmaceutiques peuvent se presenter sous forme d'une suspension 
ingestible, d'un gel, d f un diffuseur, d'une capsule, d ! une gelule, d'un sirop, ou sous 
n'importe quelle autre forme galenique connue par 1'homme du metier. 



WO 99/20739 



PCT/EP98/06636 



8 



Par ailleurs, certaines souches de la nouvelle espece selon l'invention, representant 
un nouveau biotype de cette espece, peuvent aussi presenter la propriete 
remarquable d'etre a la fois mesophile et thermophile (biotype 
mesophile/thermophile). Les souches appartenant a ce biotype presentent en effet 
un optimum de croissance des environ 28°C jusqu'environ 45°C. Cette propriete 
peut etre facilement observee (1) en preparant plusieurs cultures d'un biotype 
mesophile/thermophile, en parallele, a des temperatures s'echelonnant de 20 a 
50°C, (2) en mesurant les absorbances des milieux apres 16h de culture, par 
exemple, et (3) en reunissant les resultats sous forme d'un graphique representant 
l'absorbance en fonction de la temperature (graditherme). La figure 1 est 
particulierement representative des graphiques que l'on peut obtenir avec ce 
biotype mesophile/thermophile selon l'invention. A titre Vindication, parmi les 
souches de la nouvelles especes presentant ce biotype particulier, les souches 
CNCM 1-1920, M921 et 1-1922 sont particulierement representatives, par 
exemple. 

L'utilisation d'un biotype mesophiWthermophile dans l'industrie laitiere revet une 
importance non negligeable. En effet, on peut utiliser cette espece pour la 
preparation de starters mesophiles ou thermophiles. On peut ainsi produire 
industriellement des lait acidifies a 45°C pour obtenir un produit du type 
' "yoghourt". * On peut aussi produire industriellement des fromages frafs en 
fermentant un lait en presence de presure a 28°C, et en separant le caille ainsi 
fotme par centrifugation ou ultrafiltration. Les problemes d'encrassement des 
machines lies a l'utilisation de ferments thermophiles sont ainsi elimines (ces 
problemes sont exposes dans la demande de brevet EP N°96203683.6) 

Par ailleurs, d'autres souches de la nouvelle espece selon l'invention, representant 
un autre nouveau biotype de cette espece, peuvent presenter la propriete 
remarquable de conferer une viscosite au milieu de fermentation (biotype 
texturant). Le caractere visqueux d'un lait fenmente par un biotype texturant selon 
l'invention peut etre observe et determine comme decrit ci-apres. 

1. Par observation de la structure d'un. lait acidifie par un biotype texturant 
en comparison de celle du lait acidifie avec des cultures non- 
texturantes. Le lait non-visqueux adhere aux parois d'un gobelet en 
verre, tandis que le lait visqueux est coherent sur lui-meme. 
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2. Un autre essai peut etre effectue a la pipette. La pipette est trempee dans 
le lait acidifie qui est aspire en quantite d* environ 2 ml, puis la pipette 
est retiree du lait. Le lait visqueux forme un fil entre la pipette et la 
surface liquide, tandis que le lait non-visqueux ne donne pas lieu a ce 
phenomene. Lorsque le liquide est relache de la pipette/ le lait non- 
visqueux forme des gouttes distinctes tout comme l'eau, alors que le lait 
visqueux forme des gouttes se terminant par de longs fils qui aboutissent 
au bee de la pipette. 

3. Lorsqu'un tube a essai rempli a peu pres jusqu'au tiers de sa hauteur est 
agite a Paide d'un agitateur rotatif, le lait non-visqueux remonte sur la 
face interieure de la paroi, alors que Tascension du lait visqueux est 
pratiquement nulle. 

Le caractere visqueux de ce biotype particulier peut encore etre determine a 1'aide 
d'un parametre rheologique mesurant la viscosite. Quelques appareils 
commerciaux sont a meme de determiner ce parametre, comme le rheometre 
Bohlin VOR (Bohlin GmbH, Allemagne). Conformement aux instructions du 
fournisseur, Techantillon est place entre un plateau et un cone tronque de meme 
diametre (30 mm, angle de 5,4°; entrefer de 0,1 mm), puis l'echantillon est soumis 
a un gradient de vitesse de cisaillement rotatif continu qui le force a s'ecouler. 
L'echantillon, en resistant contre la deformation, developpe une force tangentielle 
appelee contrainte de cisaillement (shear stress). Cette contrainte qui est 
proportionnelle a la resistance a l'ecoulement est mesuree par 1'intermediaire 
d'une barre de torsion. La viscosite de Pechantillon est alors determinee, pour une 
vitesse de cisaillement donnee, par le rapport entre la contrainte de cisaillement 
(Pa) et la vitesse de cisaillement (s~ l ) (voir aussi "Le Technoscope de Biofutur", 
Mai 97). 

Les essais de mesure rheologique du caractere texturant de ce biotype ont conduit 
a la definition suivante. Une bacterie lactique appartenant au biotype texturant 
selon Tinvention est une bacterie qui, lorsqu'elle fermente un lait semi-ecfeme a* 
38°C jusqu'a pH 5^, donne une viscosite au milieu qui est superieure a 100 mPa.s 
a une vitesse de cisaillement de Tordre de 293 s" 1 , par exemple. A titre 
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Vindication, les souches CNCM 1-1922, 1-1923, 1-1924, 1-1925 et 1-1926 sont 
particulierement representatives de ce biotype texturant, par exemple. 

Ce biotype texturant revet egalement une importance non negligeable dans 
Tindustrie laitiere, car sa capacite a donner une viscosite a un produit laitier est 
exceptionnellement elevee lorsqu'on la compare avec celles d'autres especes de 
bacteries lactiques texturantes, en parttculier avec les souches Lactobacillus 
helveticus CNCM 1-1449, Streptococcus thermophilus CNCM 1-1351, 
Streptococcus thermophilus CNCM 1-1879, Streptococcus thermophilus CNCM I- 
1590, Lactobacillus bulgaricus CNCM 1-800 et Leuconostoc mesenteroides ssp. 
cremoris CNCM 1-1692, dont il est fait mention respectivement dans les 
demandes de brevet EP699689, EP638642, EP971 1 1379.0, EP750043, EP367918 
etEP97201628.1. 

On peut aussi remarquer que la production d'une viscosite peut s'effectuer, pour 
certaines souche, dans une gamine de temperature tres large qui s'etend des 
temperatures mesophiles (25-30°C) aux temperatures termophiles (40-45°C). 
Cette particularite represente un avantage technologique evident. 

Par ailleurs, certaines souches appartenant a ce nouveau biotype texturant 
produisent de surcroit un exopolysaccharid&:(EPS) t de hautpbids moleculaire, dorit 
la composition en sucre est similaire a celle retrouvee dans les oligosaccharides du 
lait maternel humain. Cet EPS est en fait constitue par un enchainement de 
glucose, galactose et N-acetylglucosamine dans une proportion de 3:2:1 
respectivement (A. Kobata, In the Glycoconjugates, vol. 1, "Milk glycoproteins 
and oligosaccharides", p.423-440, Ed I. Horowitz and W. Pigman, Ac. Press, 
N.Y., 1977). A titre Vindication, les souches CNCM 1-1923, 1-1924, 1-1925 et I. 
1926 produisent ce polysaccharide. 

Cet exopolysaccharide, sous fonme native ou hydrolysee, pourrait ainsi satisfaire 
avantageusement une diete infantile complete. 

Pour cela, on peut preparer une diete pour des enfants et/ou des nourrissons 
comprenant un lait qui a ete acidifie avec au moins une souche de bacterie lactique 
productrice d*un EPS constitue par un enchainement de glucose, galactose et N- 
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acetylglucosamine dans une proportion de 3:2:1, respectivement, noiamment avec 
les souches CNCM 1-1924, 1-1925 ou 1-1926, par exemple. 

On peut aussi prealablement isoler cet EPS d'un milieu de culture de ce biotype, et 
l'utiliser, sous forme native ou hydrolysee, comme ingredient dans une diete 
infantile, par exemple. 

L'isolation de TEPS consiste generalemeht a retirer les proteines et les bacteries du 
milieu de culture et a isoler une fraction purifiee de l'EPS. Dn peut operer 
Vextraction des proteines et des bacteries par precipitation avec un alcool ou 
I'acide trichloroacetique suivie d'une centrifugation, tandis que Ton peut purifier 
l'EPS par precipitation dans un solvant comme l'acetone suivie d'une 
centrifugation, par exemple. Si necessaire, l'EPS peut etre encore purifie au moyen 
d'une chromatographic par gel-filtration ou par affinite, par exemple. 

Dans le contexte de la presente invention, l'isolation d'un EPS couvre egalement 
toutes les methodes de production d'un EPS par fermentation suivie d'une 
concentration du milieu de culture par sechage ou ultrafiltration, par exemple. La 
concentration peut etre operee par toutes les methodes connues de l'homme du 
metier, et en particulier par les methodes de lyophilisation ou de pulverisation 
sous un flux d'air.chaud, par exemple. A cet effet,- .les- methodes decrites dans 
US3985901, EP298605 et EP63438 sont incorporees par reference dans la 
description de la presente invention. 

Dans la mesure ou les oligosaccharides maternels sont de petites tailles, il peut 
etre avantageux de prealablement realiser une hydrolyse partielle de TEPS selon 
Tinvention. De preference, les conditions d'hydrolyse sont choisies de sorte a 
obtenir des oligosaccharides ayant 3 a 10 unites de Sucre, soit done des 
oligosaccharides ayant un poids moleculaire de Tordre de 60G a 2000 Dalton, par 
exemple. 

Plus parti culierement, on peut hydrolyser VEPS selon Tinvention dans une solution 
de trifluor acetique 0.5N (TFA) pendant 30-90 min et a 100°C, puis evaporer le 
TFA et recuperer les oligosaccharides. 
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Un produit infantil prefere comprend du materiel proteique hydrolyse de petit lait, a 
partir duquel des allergenes choisis dans un groupe d'allergenes consistant en 
Fa-lactalbuinine, la P-lactoglobuline, la serumalbumine et les immunoglobulines 
n'ont pas ete elimines et dans lequel le materiau proteique hydrolyse, y compris les 
allergenes hydrolyses, se presente sous forme de residus dhydrolyse ayant un poids 
moleculaire non superieur a environ 10 000 Dalton, de sorte que le materiau 
hydrolyse est sensiblement exempt de proteines allergenes et d'allergenes d'origine 
proteique (= produit hypoallergenique cohforme a la directive Europeenne 96/4/EC; 
Fritsche et al. t Int Arch. Aller and Appl. Imm., 22, 289-293, 1990). 

On peut melanger l'EPS selon 1'invention, sous forme native ou partiellement 
hydrolysee, a ce materiel proteique hydrolyse de petit lait, et alors incoiporer cette 
mixture, sous forme seche ou non, dans de nombreuses preparations alimentaires a 
usage dietetique, en particulier dans des aliments pour noumssons ou dans des 
aliments facilement absorbables destines en priorite aux personnes souffrant 
d'allergies, par exemple. 

La presente invention est decrite plus en detail par les exemples presentes ci-apres, 
qui sont precedes par une breve description des figures. II va de soi, toutefois, que 
ces exemples sont donnes a titre d' illustration de Tobjet de T invention dont ils ne 
constituent en aucune maniere une limitation. Les pourcentages sont donnes en 
poids sauf indication contraire. 

- La figure 1 represente une photographie des profils de migration des proteines 
totales de plusieurs souches de la nouvelle espece, sur gel d'electrophorese SDS- 
PAGE, au regard de ceux obtenus avec des souches de Streptococcus 
thermophilus* Le degre de filiation des souches est indique a Taide de Techelle de 
correlation de Pearson et au moyen de Tarborescence faisant face aux profils de 
proteines (les degres de correlation de Pearson de 55 a 100 sont representes). 

- La figure 2 represente le graditherme de la souche CNCM 1-1920. 
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Example 1 Identification d'une nouvelle espece de Streptococcus 

Plusieurs souches de bacteries lactiques isolees dans differentes laiteries en Suisse 
ont fait Tobjet d'une identification genetique et physiologique comme suit Les 
methodes mises en oeuvres ainsi que les resultats obtenus, presentes ci-apres, 
montrent que ces souches font parti e d'un nouveau groupe de Streptococcus, qui 
est suffisamment distinct et homogene pour qu'on puisse le designer comme 
regroupant une nouvelle espece de bacterie lactique. A titre d'exemple, certaines 
souches appartenant a cette nouvelle espece ont ete deposees sous le traite de 
Budapest a la Collection Nationale de Culture de Microorganismes (CNCM), 25 
rue due docteur Roux, 75724 Paris, le 14 octobre 1997, ou elles ont re^u les 
numeros ^identification CNCM 1-1920, 1-1921, 1-1922, 1-1923, 1-1924, 1-1925 et 
1-1926. 

1. Morphologie des souches isolees : on observe sous microscope une moiphologie 
caracteristique des Lactococcus lactis> c'est a dire une forme de coques assemblies 
en chaines. 

2. Profil de fermentation des sucres d es souches isolees : les sucres fermentescibles 
par les souches isolees sont generalement le D-galactose, le D-glucose, le D- 
• fructose, le D-mannose, la N-acetyl-(D)glucosamine, la salicine, le cellobiose, le 
maltose, le lactose, le saccharose et le raffinose. Ce profil de fermentation est 
proche de celui obtenu avec l'espece Lactococcus lactis. 

3. ARN ribosomique 16S des s ouches isolees 

On cultive les souches isolees dans 40 ml de milieu HJL a 37°C pendant 24 h, on 
recolte les bacteries par centriiugation, on remet en suspension chaque culot 
bacterien dans 2,5 ml de tampon TE (10 mM Tris pH8, 0,1 mM EDTA) contenant 
10 mg/ml de lysozyme, et on incube le tout a 37°C pendant 1 h. On ajoute ensuite 
100 fil d'une solution contenant 10 mg/ml de proteinase K, 250 pi d ! une solution 
contenant 500 mM EDTA pH8.0, et 500 p.1 d'une solution contenant 10% de SDS. 
On incube le tout a 60°C pendant lh de sorte a assurer une lyse complete des 
bacteries. Apres avoir refroidit les melanges, on leur ajoute 2,5 ml de 
phenol/chloroforme, on les centrifuge pendant 10 min dans une centrifugeuse 
Heraeus de sorte a separer 2 phases, et on elimine la phase superieure. On 
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precipite l'ADN chromosomique presents dans la phase inferieure par addition de 

2.5 ml d'une solution contenant 96% d'ethanol, et on agite doucement jusqu'a la 
formation d'un precipite. On retire l'ADN precipite a l'aide d'un cure-dent en bois, 
on les depose dans un tube Eppendorf de 2 ml contenant 1 ml d'un tampon Tris 
(10 mM de Tris HC1 pH 8,0, 10 mM d'EDTA et 10 ug/ml de RNase A), et on 
incube a 56°C pendant lh. Apres refroidissement, on extrait les differentes 
suspensions d'ADN avec 1 ml de phenol/chloroforme comme decrit ci-dessus, et 
on precipite les ADN chromosomiquesavec de l'ethanol. Les ADN sont remis'en 
suspension dans un tube Eppendorf contenant une quantite de tampon TE telle que 
la quantity finale d'ADN pour chaque souche isolee est de 1'ordre de 250 ug/ml. 

On amplifie par PCR un aliquot de 1 ul d'ADN de chaque souche isolee avec les 
amorces ayant les sequences nucleotidiques respectives SEQ ID NO:2 et SEQ ID 
NO:3 (voir la liste de sequence ci-apres), pendant 30 cycles (95°C/30 sec, 40°C/30 
sec et 72°C/2 min) en ayant recours a la polymerase Pwo de Boehringer. On 
purifie les produits de PCR a l'aide du kit QIAGEN QIAquick, et on elue les 
produits dans 50 ul de tampon TE. On digere un echantillon de 20 ul de chaque 
produit avec les enzymes de restriction BamUl et Sail, on separe les fragments de 

1.6 kb sur un gel d'agarose (1%), on les purifie a l'aide du kit QIAGEN QIAquick, 
on les clone ensuite dans le vecteur E. coli pK19 (Pridmore R.D., Gene 5_& 309- 
312, 1987) digere prealablement par BaniUl and Sail ef dephosphoryle, et on 
transforme les cellules competentes E. coli strain BZ234 (collection de I'universite 
de Bale, Suisse) avec chaque produit de ligation. On selectionne les transformants 
a 37°C sur milieu LB comprenant 50 ug/ml de kanamycine 30 ng/ml de X-gal et 
lOng/ml d'IPTG. On cultive les colonies blanches contenant l'insert pendant 10 h 
sur milieu LB- comprenant 50 ug/ml de kanamycine, et on isole les ADN 
plasmidiques a l'aide du kit QIAGEN QIAprep8. 

On melange 4 pi d'echantillon de chaque plasmide (1 pmol/ul: provenant de 
chaque souche isolee) avec 4 ul d'amorces marquees IRD-41 (amorces de 
sequen9age: MWG Biotech) et 17 pi d'H 2 0. Pour chaque souche isolee, on 
dispense 4 aliquots de 6 ul dans 4 puits de 200 ul, et on leur ajoute 2 ul d'un mix 
de reaction (Amersham; RPN2536). On amplifie les melanges par PCR dans le 
systeme Hybaid Omn-E par 1 cycle de 95°C pendant 2 min suivi par 25 cycles de 
95°C/30 sec, 50°C/30 sec et 72°C/1 min. On separe ensuite classiquement les 
produits de reaction sur gel de polyacrylamide, et on lit la sequence d'ADN pour 
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chaque souche isolee. Les fragments d'ADN ainsi sequences representent la partie 
genomique de TARN ribosomique 16S. 

Les resultats montrent que toutes les souches isolees contiennent une sequence 
nucleotidique similaire, voire identique a la sequence SEQ ID NO:l qui est 
exposee dans la liste de sequence ci-apres. Ces sequences presentent de 
nombreuses homologies avec les sequences d'ARN 16S trouvees dans les especes 
de bacteries lactiques appanenant au genre Streptococcus , ce qui conduit a classer 
ces souches parmi le genre Streptococcus. 

4. Identification par gel d'electrophorese SDS-PAGR 

Les essais ont ete menes conformement aux instructions fournies par Pot et al. 
presentees au cours d'un "workshop" organise par I'Union Europeenne, a 
Tuniversite de Ghent, en Belgique, le 12 au 16 septembre 1994 (Fingerprinting 
techniques for classification and identification of bacteria, SDS-PAGE of whole 
cell protein). 

En resume, pour cultiver les bacteries lactiques, on ensemence 10 ml de milieu 
MRS (de Man, Rogosa et Sharpe) avec une preculture MRS de chaque souche de 
la nouvelle espece de bacterie lactique, ainsi que de chaque souche de reference 
couvrant* " le plus d'especes possible de Streptococcus* On incube les milieux 
pendant 24h a 28°C, on les etale sur boite de Petri comprenant un milieu frais 
MRS-agar, et on incube les boites pendant 24h a 28°C. 

Pour preparer Textrait renfermant les proteines des bacteries, on rccouvre le milieu 
MRS-agar d'uri tampon pH7,3 renfermant 0,008M de Na2HP04.12H 2 O, 0,002M 
de Na2HP04.2H20 et 8% de NaCl. On recupere les bacteries en grattant la surface 
du milieu gelifie, on filtre la suspension au travers d'une gaze Nylon, on la 
centrifuge 10 min a 9000rpm avec un rotor GSA, on recupere le culot que Ton 
reprend dans 1 ml de tampon precedent. On lave le culot en repetant la procedure 
de centrifiigation-lavage, on recupere finalement environ 50mg de cellules 
auxquelles on ajoute un volume de tampon STB pH 6.8 (pour 1000 ml: 0.75 g 
Tris, 5ml C2H$OS, 5g de glycerol), on casse les cellules par des ultrasons 
(Labsonic 2000), on centrifuge les debris cellulaires, et on conserve le surnageant 
renfermant les proteines totales. 
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On prepare ensuite classiquement un gel de polyacrylamide SDS-PAGE de 1,5 
mm d'epaisseur (Biorad-Protean ou Hoefer SE600) reticule avec 12% 
d'acrylamide dans le cas du gel de separation (12,6 cm de hauteur) et 5% 
d'acrylamide dans le cas du gel.de concentration (1,4 cm de hauteur). Pour cela, on 
realise notamment la polymerisation des deux parties de gel dans un bain 
thermostate a 19°C pendant 24h et Ih respectivement, de sorte a reduire au 
maximum les imperfections du gel et a maximiser la reproductibilite des essais. 

On separe alors les proteines de chaque extrait sur le gel d'electrophorese SDS- 
PAGE. Pour cela, on applique 6 mA pour chaque plaque contenant 20 pistes 
jusqu'a ce que le colorant atteigne 9,5 cm de distance depuis le haut du gel de 
separation. On fixe ensuite les proteines dans le gel, on les colore, on seche le gel 
sur un cellophane, on numerise le gel au moyen d'un densimetre (LKB Ultroscan 
Laser Densimetre, Suede) relie a un calculateur, et on compare les profils entre 
eux au moyen du logiciel GelCompar®, version 4.0, Applied Maths, Kortrijk, 
Belgique. Dans la mesure oil les essais etaient suffisamment bien standardises, les 
profils des differentes especes de Streptococcus contenus dans une banque de 
donnees ont aussi ete utilises au cours de la comparaison numerique. 

Les resultats montrent alors que toutes les souches testees appartenant a la 
nouvelle espece se distinguent de- toutes les especes suivantes: S. acidominimus, S. 
adjacens, S. agalactiae, S. alactolyticus, S. anginosus, S. bovis. S. canis, S. 
caprinus, S. casseliflavus, S. cecorum. S, constellates, S. cremoris, S. cricetus, S. 
cristatus. S. defectivus, S. difficile, S. downei, S. dysgalactiae ssp. dysgalactiae, S. 
dysgalactiae ssp. equisimilis, S. equi, S. equi ssp. equi, S. equi ssp. zooepidemicus, 
S. equinus, S. faecalis, S. faecium, S. ferus. 5. gallinarum, S. gallolyticus, S. 
garvieae, 5. gordonii. S. hansenii, S. hyointestinalis, S. hyovaginalis, S. iniae, S. 
intermedins, S. intestinalis, S. lactis, S. lactis cremoris, S. lactis diacetilactis, S. 
macacae, S. mitis, S. morbillorum, S. mutans, S. oralis, 5. parasanguinis, S. 
parauberis, S. parvulus, S. phocae, S. ptantarum, S. pleomorphics, S. pneumoniae, 
S. porcinus. S. pyogenes. S. raffinolactis, S. ratti, S. saccharolyticus, S. salivarius. 
S. sanguinis, S. shiloi, S. sobrinus, S. suis f S. thermophilics, S. thoraltensis, S. 
uberis, S. vestibularis et S. viridans. 

L'ensemble des resultats montrent que degre de correlation de Pearson entre les 
souches deposees est d'au moins 85. A litre Vindication, la figure 1 represente une 



WO 99/20739 



PCT7EP98/06636 



17 

photographie d'un des gels d'electrophorese, la filiation sous forme d'une 
arborescence, ainsi que le degre de correlation de Pearson (indique dans l'echelle 
superieure gauche). Les souches LAB 1550, LAB 1551 et LAB' 1553 font 
specifiquement references aux souches CNCM 1-1921, 1-1922 et 1-1925. Les 
souches LMG 15061 et LAB 1607 n'ont pas ete deposees aupres de la CNCM, 
mais font manifestment parties de cette nouvelle espece. 

En definitive, toutes les souches isolees font clairement parties d'un groupe 
homogene, qui est distinct des autres especes appartenant au genre Streptococcus. 

Exemple 2 Biotype mesophile/thermophile 

Certaines souches isolees a l'exemple 1 representent un nouveau biotype 
particulier dans la mesure ou elles presentent la propriete remarquable d'etre a la 
fois mesophile et thermophile. 

Cette propriete est facilement observee (1) en preparant, en parallele, plusieurs 
cultures d ! un biotype mesophile/thermophile dans un milieu M17-lactose a des 
temperatures s'echelonnant de 20 a 50°C, (2) en mesurant les absorbances des 
milieux a 540 nm apres 16h de culture, et (3) en reunissant les resultats sous forme 
d'un. graphique. representant Tabsorbance en fonction -de la . temperature 
(graditherme). 

La figure 1 represente le graditherme obtenu avec la souche CNCM 1-1920. 
Toutes les autres souches isolees appartenant a ce biotype particulier, notamment 
les souches CNCM 1-1921 et 1-1922, donnent egalement des gradithermes 
comparables. 

Exemple 3 Biotype texturant 

Plusieurs souches isolees a l'exemple 1 presentent la propriete remarquable d'etre 
extremement texturantes. Cette propriete peut etre observee a 1'aide du parametre 
rheologique de viscosite mesure avec le rheometre rotatif Bohlin VOR (Bohlin 
GmbH, Allemagne). 
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Pour cela, on cultive certaines des souches isolees dans un Iait semi-ecreme a 
38°C jusqu'a un pH de 5,2. Conformement aux instructions du fournisseur, un 
echantillon de chaique milieu de culture est ensuite place entre un plateau et un 
cone tronque de meme diametre (30 mm, angle de 5,4°, entrefer de 0,1 mm), puis 
l'echantillon est soumis a un gradient de vitesse de cisaillement rotatif continu qui 
le force a s'ecouler. On determine alors la viscosite de l'echantillon a la vitesse de 
cisaillement de 293 s''. Les resultats des tests de rheologie effectues avec 
certaines des souches isolees montrenfque les milieux de culture ainsi fermentes 
presentent une viscosite superieure a 100 mPa.s, voir une viscosite depassant 200 
mPa.s dans le cas des souches CNCM 1-1922, 1-1923, 1-1924, 1-1925 et 1-1926. 

Pour comparaison, on obtient, dans les memes conditions operatoires, des 
viscosites de l'ordre de 54, 94, 104, 158 et 165 mPa.s avec respectivement les 
souches Lactobacillus helveticus CNCM 1-1449, Streptococcus thermophilics 
CNCM 1-1351, Streptococcus thermophilics CNCM 1-1879, Streptococcus 
thermophilus CNCM 1-1590, Lactobacillus bulgaricus CNCM 1-800 et 
Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris CNCM 1-1692, dont il est fait mention 
respectivement dans les demandes de brevet EP699689, EP638642, 
EP971 11379.0, EP750043, EP367918 et EP97201 628.1 (Les souches CNCM I- 
800 et 1-1692 sont reputees etre des souches tres texturantes). 

Exemple 4 Nouvel exopolysaccharide 

Certaines souches isolees a l'exemple 1, appartenant au biotype texturant, 
notamment les souches CNCM 1-1923. 1-1924, 1-1925 et 1-1926, produisent un 
EPS de haut pqids moleculaire dont la composition en sucre est similaire a celles 
retrouvees dans certains oligosaccharides du lait matemel humain. L'analyse des 
sucres composant ce polysaccharide est effectuee de la maniere suivante. 

On cultive les souches de la nouvelle espece dans un lait ecreme reconstitue a 
10%, sous agitation, pendant 24 h a 30°C, le pH etant maintenu a 5,5 par addition 
d'une solution de NaOH 2N. On elimine les cellules bacteriennes et les proteines 
du milieu de culture au moyen d'une precipitation dans un volume egal d'une 
solution de 25% en poids d'acide trichloroacetique, suivie d'une centrifugation 
(lOOOOg, lh). On precipite les EPS par addition d'un volume equivalent d'acetone, 
suivie d'une decantation pendant 20h a 4°C. On recupere les EPS par 
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centrifugation, on reprend le culot dans une solution 0,1 M NH4HCO3 pH7, et on 
dialyse la suspension centre de 1'eau pendant 24 h. On elimine alors les materiaux 
insolubles par ultracentrifugation, et on iyophilise le retentat contenant I'EPS 
purifie. La quantite d'EPS purifie, exprime en mg d'equivalent glucose, est de 
l'ordre de 40 mg par litre de culture. 

On determine le poids moleculaire de 1TEPS au moyen d'une chromatographic par 
gel-filtration a l'aide d'une colonne Superose-6 connectee a un systeme FPLC 
(Pharmacia), comme decrit par Stingele et aL 7 J. bacteriol, 178 , 1680-1690, 1996. 
Les resultats montrent que toutes les souches CNCM 1-1923. 1-1924, 1-1925 et I- 
1926 produisent un EPS d'une taille superieure a 2 x 10 6 Da. 

100 mg d'equivalent glucose de l'EPS purifie sont hydrolyses dans du TFA 4N a 
125°C pendant 1 h, avant d'etre derivatises et analyses par chromatographic GLC 
selon la methode decrite par Neeser et al. (Anal. Biochem., 142, 58-67, 1984). Les 
resultats montrent que les souches produisent un EPS constdtue de glucose, 
galactose et N-acetylglucosamine dans une proportion moyenne 3:2:1, 
respectivement. 

Exemple 5 Produit infantile 

On prepare un petit-lait hydrolyse a 18% par la trypsine en suivant les 
recommendations de US5039532, on le seche traditionellement par pulverisation 
sous un flux d r air chaud, et on lui incorpore entre 0,1 et 10% de TEPS purifie sec 
decrit a l'exemple 4. Ce produit peut etre rapidement reconstitue dans de I'eau. II 
convient particulierement a une diete pour enfants ou nourrissons du fait de ses 
proprietes hypoallergenique et tolerogene au lait de vache, et qu'il est complet d ! un 
point de vue de la composition glucidique. 

Exemple 6 Produit infantile 

On hydrolyse TEPS purifie sec de l'exemple 4 dans une solution de trifluor 
acetique 0.5N (TFA) pendant 30-90 min et a 100°C, on evapore le TFA, on met en 
suspension 1'hydrolysat dans de Feau et on separe les oligosaccharides ayant 3 a 10 
unites de sucre (600 a 2000 Dalton) par ultrafiltration. 
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On prepare un petit-lait hydrolyse a 18% par la trypsine en suivant les 
recommendations de US5039532, on le seche traditionellement par pulverisation 
sous un flux d'air chaud, et on lui incorpore entre 0,1 et 10% des oligosaccharides 
purifies decrits ci-dessus. Ce produit peut etre rapidement reconstitute dans de l'eau. 
II convient particulierement a une diete pour enfants ou nourrissons du fait de ses 
proprietes hypoallergenique et tolerogene au lait de vache, et qu'il est complet d'un 
point de vue de la composition glucidique. 

Example 7 Produit pharmaceutique 

On prepare une composition pharmaceutique sous forme d'une capsule fabriquee a 
base de gelatine et d'eau, et qui contient 5 a 50 mg de l'EPS purifie de Texemple 4 
ou des oligosaccharides purifies de 1'exemple 6. 

Exemple 8 Produit pharmaceutique 

On prepare des pastilles constitutes par une culture de la souche CNCM 1-1924 
lyophilisee, puis compressee avec un agent liant adequat. Ces pastilles sont 
particulierement indiquees pour restaurer une flore intestinale en bacteries 
lactiques et pour satisfaire une diete equilibree en glucides complexes essentiels. 
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Revendications 

1 . Souche de bacterie lactique, 

- dont l'ARN ribosomique 16S est caracteristique du genre Streptococcus, 

- dont le profil en proteines totales, obtenu apres migration des proteines totales 
sur gel d'electrophorese SDS-PAGE, est caracteristique de celui de la souche 
de bacterie lactique CNCM 1-1920, mais distinct de ceux des especes 
reconnues appartenant au genre Streptococcus, a savoir S. acidominimus, S. 
agalactiae. S. alactolyticus, S. anginosus, S. bovis^S. canis,' S. caprinus, S. 
constellates, S. cricetus, S. cristatus, S. difficile, S f downei, S. dysgalactiae ssp. 
dysgalactiae, S. dysgalactiae ssp. equisimilis, S. equi, S. equi ssp. equi, S. equi 
ssp. zooepidemicus, S. equinus, S. ferns, S. gallolyticus, S. gordonii, S. 
hyointestinalis, S. hyovaginalis, S. iniae, S. intermedius, S. intestinalis, S. 
macacae, S. mitis, S. mutans, S. oralis, S. parasanguinis, S. parauberis, S. 
phocae, S. pleomorphus, S. pneumoniae, S. porcinus, S. pyogenes, S. rattU S. 
salivarius, S. sanguinis, S. shiloi, S. sobrinus, S. suis, S. thermophilic, S. 
thoraltensis, S. uberis, S. vestibularis, S. viridans. 

2. Souche de bacterie lactique selon la revendication 1, dont le profil en proteines 
totales, obtenu apres culture de la bacterie dans un milieu MRS pendant 24 h a 
28°C, extraction des proteines . totales et . migration . des proteines sur un gel. 
d'electrophorese SDS-PAGE, presente un degre de correlation de Pearson d'au 
moins 78 au regard du profil obtenu dans des conditions identiques avec la souche 
de bacterie lactique CNCM 1-1920. 

3.Souche de bacterie lactique selon la revendication 1, capable de fermenter le D- 
galactose, le D-glucose, le D-fructose, le D-mannose, la N-acetyl-(D-) 
glucosamine, la salicine, le cellobiose, le maltose, le lactose, le saccharose et le 
raffinose. 

4. Souche de bacterie lactique selon la revendication 1 choisie parmi les souches 
CNCM 1-1920, 1-1921, M922, M923, 1-1924, 1-1925, M926. 

5. Souche de bacterie lactique selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle 
presente un optimum de croissance des environ 28°C jusqu'a environ 45°C. 
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6. Souche de bacterie lactique selon la revendication 1, qui, lorsqu'elle fermente 
un Iait semi-ecreme a 38°C jusqu'a pH 5,2, donne une viscosite au milieu qui est 
superieure a 100 mPa.s a une vitesse de cisaillement de l'ordre de 293 s _l . 

7. Souche de bacterie lactique selon la revendication 1, caracterisee en ce qu'elle 
produit un exopolysaccharide constitue par un enchainement de glucose, galactose 
et N-acetylglucosamine dans une proportion de 3:2:1 respectivement. 

8. Utilisation d'une souche de bacterie lactique selon Tune des revendications 1 a 7 
pour la preparation d'une composition alimentaire, notamment d'un lait acidifie. 

9. Utilisation d'un polysaccharide, susceptible d'etre secrete par une souche de 
bacterie lactique selon le revendication 7, pour la preparation d'une composition 
alimentaire. 

10. Utilisation selon le revendication 9, pour la preparation d'une composition 
destinee a satisfaire une diete infantile complete. 

11. Composition alimentaire ou pharmaceutique comprenant une souche de 
bacterie lactique selon Tune des revendications 1 a 7. 

12. Composition alimentaire ou pharmaceutique comprenant un polysaccharide, 
suceptible d'etre secrete par la souche CNCM-1924, constitue par un 
enchainement de glucose, galactose et N-acetylglucosamine dans une proportion 
respective de 3:2:1. 

13. Composition selon la revendication 12, caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
composition infantile. 

14. Composition selon la revendication 13, caracterisee en ce qu ! il s'agit d'une 
composition infantile hypoallergenique. 

15. Composition selon 1'une des revendications 12-4, caracterisee en ce que le 
polysaccharide est sous forme hydrolysee, constitue en majorite de 3 a 10 unites 
de sucre. 
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16. Polysaccharide, susceptible d'etre secrete par la souche CNCM 1-1924, 
constitue par un enchainement de glucose, galactose et N-acetylglucosamine dans 
une proportion respective de 3:2:1 . 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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LISTE DE SEQUENCES 

(1) INFORMATIONS GENERATES : 
5 (i) DEPOSANT: 

(A) NOM: SOCIETE DES PRODUITS NESTLE 

(B) RUE: Av NESTLE 55 
<C) VILLE: VEVEY 

(D) ETAT OU PROVINCE: VAUD 
10 (E) PAYS: SUISSE 

(F) CODE POSTAL: 1500 
(ii) TITRE DE L' INVENTION: Nouvelle espece de bacterie lactimie 
(ill) NOMBRE DE SEQUENCES: 3 q 
(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 
15 (A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C> SYSTEME D* EXPLOITATION: PC - DOS / MS -DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 <OEB) 

20 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO : 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1522 paires de bases 
25 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
CD) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO • 1- 

30 

GTCGACAGAG TTCGATCCTG GCTCAGGACG AACGCTGGCG GCGTGCCTAA TACATGCAAG 60 

TAGAACGCTG AAGACTTTAG CTTG CTAGAG TTGGAAGAGT TGCGAACGGG TGAGTAACGC 120 

GTAGGTAACC TGCCTATTAG TGGGGGATAA CTATTGGAAA CGATAGCTAA TACCGCATAA 180 

l^ir^^ CACATGTTAG AGACTTAAAA GATGCAATTG CATCACTAGT AGATGGACCT 240 
35 GCGTTG TATT AGCTAGTTGG TGGGGTAACG GCCTACCAAQ GCGACGATAC ATAGCCGACC - - 300 

TGAGAGGGTG ATCGGCCACA CTGGGACTGA GACACGGCCC AGACTCCTAC GGGAGGCAGC 3 60 

AGTAGGGAAT CTTCGGCAAT GGGGGCAACC TGACCGAGCA ACGCCGCGTG AGTGAAGAAG 420 

GTTTTCGGAT CGTAAAGCTC TGTTGTAAGA GAAGAACGTG TGTGAGAGTG GAAAGTTCAC 4 80 

ACAGTGACGG TAACTTACCA GAAAGGGACG GCTAACTACG TGCCAGCAGC CGCGGTAATA 540 

40 CGTAGGTCCC GAGCGTTGTC CGGATTTATT GGGCGTAAAG CG AG CGCAGG CGGTTTAATA 600 

AGTCTGAAGT TAAAGGCAGT GGCTTAACCA TTGTTCGCTT TGGAAACTGT TAAACTTGAG 660 

TGCAGAAGGG GAGAGTGGAA TTCCATGTGT AGCGGTGAAA TGCGTAGATA TATGGAGGAA 720 

CACCGGTGGC GAAAGCGGCT CTCTGGTCTG TAACTGACGC TGAGGCTCGA AAGCGTGGGG 780 

AGCAAACAGG ATTAGATACC CTGGTAGTCC ACGCCGTAAA CGATGAGTGC TAGGTGTTAG 840 

45 GCCCTTTCCG GGGCTTAGTG CCGCAGCTAA CGCATTAAGC ACTCCGCCTG GGGAGTACGA 900 

CCGCAAGGTT GAAACTCAAA GGAATTGACG GGGGCCGCAC AAGCGGTGGA GCATGTGGTT 960 

TAATTCGAAG CAACGCGAAG AACTT AC CAG GTCTXGACAT CCCGATGCTA TTTCTAGAGA 1020 

TAGAAAGTTT CTTCGGAACA TCGGTGACAG~GTGGTGCATG""GTTGTCGTCA GCTCGTGTCG 1080 

TGAGATGTTG GGTTAAGTCC CGCAACGAGC GCAACCCCTA TTGTTAGTTG CCATCATTCA 1140 

GTTGGGCACT CTAGCGAGAC TGCCGGTGAT AAACCGGAGG AAGGTGGGGA TGACGTCAAA 1200 

TCATCATGCC CCTTATGACC TGGGCTACAC ACGTGCTACA ATGGTTGGTA CAACGAGTCG 1260 

CAAGCCGGTG ACGGCAAGCA AATCTCTTAA AGCCAATCTC AGTTCGGATT GTAGG CTGCA 1320 

ACTCGCCTAC ATGAAGTCGG AATCGCTAGT AATCGCGGAT CAGCACGCCG CGGTGAATAC 13 80 

GTTCCCGGGC CTTGT ACACA CCGCCCGTCA CACCACGAGA GTTTGTAACA CCCGAAGTCG 1440 

55 GTGAGGTAAC CTTTTAGGAN CCAGCCGCCT AAGGTGGGAC AGATGATTGG GGTGAAGTCG IS 00 

TAACAAGGTA ACCGTAGGAT CC \S21 



50 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

5 (C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
£ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucl,ique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "amorce" 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2- 

10 

ATATCCGTTT TTTCGACAGA GTTYGATYCT GGCT 



15 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
20 (D) CONFIGURATION: 1 in, aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Autre acide nucleique 

(A) DESCRIPTION: /desc = "amorce" 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 



25 ATAT.CCGGAT CCTACGGYTA CCTTGTTACG ACT 



33 



